Action de I'lsopropyl-N-Phényl Carbamate
sur un Dinoflagellé libre : I'Amphidinium carterae Hulburt.

Effets sur la croissance et la dinomitose

E. MATTHYS.ROCHON *

RESUME. — Dans lc cadre d'une recherche sur la division de [Amphidinium carterae Hul-
burr nous avons étudié les effets de Isopropyl-N-Phényl Carbamate (IPC) sur la croissance
et les structures de ces algues. Nos résultats montrent que PIPC inhibe la croissance cellu-
laire. 11 semble initier la mitose et bloguer la cytodicrése.

Lanalyse des ultrastructures nous a permis de préciser quelques aspects de la dinomitose
et de suggérer que cet herbicide agit au niveau do centres organisateurs de microtubules
(MTOCS).

SUMMARY. — Studying the division of Amphidinium carterae Hulbure we looked for the
effects of IPC on growth and structures of these algae. Our results show the inhibition of
cellular growth by IPC. In presence of the drug mitosis starts and cytodicrese is prevented.

Ulteastrucures analysis gives some informations on dinomitosis and suggests that this
herbicide could act on the microtubules organizing centers (MTOCS).

1. INTRODUCTION

L'lsopropyl-N-Phényl Carb (IPC) ou p ide est un herbicide connu
pour son action inhibitrice de la croissance cellulaire et de la cytodiérése (DO-
XEY, 1949; ENNIS, 1948). Contrairement & la colchicine (BORISY and TAY-
LOR, 1967) I'IPC ne semble pas se lier aux protéines microtubulaires et n’inhibe
pas in vitro leur polymérisation (COSS and coll,, 1975). Cette drogue n’a pas
d’action sur les microtubules déja présents (COSS and PICKETT-HEAPS, 1974)
mais semble modifier Iorientation des mi bul iaux en formation
chez Haemanthus (HEPLER and JACKSON, 1969), Ochromonas (BROWN and
BOUCK, 1974) et provoquer 'augmentation du nombre de centres organisateurs
de microtubules (MTOCS) dans les cellules d'Ocdogonium (COSS and PICKETT-
HEAPS, 1974).

Dans le cadre d'une recherche sur la division de I'Amphidinium carterae
(Dinoflagellés) (MATTHYS-ROCHON, 1979), nous avons utilisé I'IPC afin de
bloguer ou de ralentir I'évolution de la dinomitose pour mieux en comprendre
les mécanismes,
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4 E. MATTHYS ROCHON

En effet, chez les Dinoflagellés il n'y a pas de fuseau achromatique intramu-
cléaire, mais dans la plupart des espéces, au moment de la division, des microtu-
bules extrapucléaires situés dans des canaux sont présents. Leur rdle dans la

byt ;

caryocinése nlest pas clair. En p y ils étre bles de fa
: gl .

p es des puis de leur ségrégation dans les noyaux-fils, cette
hypothése nexcluant pas un rle probable de la membrane mucléaire dans le
mouvement des chromosomes.

Nous avons donc étudié I'action de TIPC sur la croissance de populations
algales (asynch et isées) et observé en mi pic photonique et
électronique, les effets de PIPC au niveau cellulaire. Cette étude nous a permis
de préciser quelques aspects de la dinomitose.

1I. MATERIEL ET METHODES

a) Technique de culture et de synchronisation

Les cultures d"Amphidinium carterae sont entretenues i 22°C dans un milien
A base d’eau de mer, enrichi en vitamines et sels minéraux (PROVASOLI, 1958)
avec une périodicité d'éclairement 12-12. Dans certaines expériences, clles ont
été synchronisées par une alternance de lamidre et d'obscurité selon une mé-
thode mise au point dans notre laboratoire (GALLERON, 1976). La croissance
cellulaire est suivie par comptage des cellules & Paide d’un compteur-coulter
(Coultronics, modéle 3 F).

¢) Observations cytologiques

Pour la microscopie photonique, les cellules ont été observées sans coloration
1prés simple immobilisation par quelques gouttes de chloroforme ou d’éther.
Les cellules préparées pour la mi pie él ique (MATTHYS-ROCHON,
1979) sont prélevées pendant la période de lumidre dans le cas de cellules asyn-
chrones (fig. A), aprés des temps de 1 & 7 jours et au cours des 24 heures d'un
cycle pour les cellules synchronisées (fig. B, F1, F2, F3, F4), Des cellules traitées
par I'IPC puis réensemencées dans un milicu dépourvu de drogue ont aussi
é1é fixées pour en étudier les ultrastructures. L’ensemble des observations a
&é réalisé & I'aide du microscope Philips OPW de PEcole Normale Supérieure
de Jeunes Filles, 1 rue Maurice Arnoux, 92120 Montrouge).

c) Traitement dn matériel

LiisopropylN-phényl carbamate a é1¢ dissous dans l'acétone. Nous avons
vérifié que ce salvant ajouté aux cultures (concencration finale, 0,15% v/v)
wavait pas deffet sur les cellules (fig. A. Tac : témoin en présence dacétone).
Les teneurs finales en IPC ont varié de 3 & 20 pg/ml de culture. Dans tous les
cas le produit a été ajouté au début de expérience (voir P : adjonction du pro-
duit fig. A ct fig. B). Les temps d'action ont été étalés de quelques heures &
7 jouts.
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1L RESULTATS

a) Effets de V'IPC sur la croissance cellulaire

Les courbes repré Iévolution de populations cellulaires au cours du
temps, en présence d’IPC montrent que ce produit, ajouté dés le premier jour
pour ies cultures asynchrones ct au début de Iinterphase dans le cas dos cellules
synchronistes, entraine une inhibition de la croi chez I'Amphidini
carterae (fig A, B - DI 50 = 10,5 g/ml). Cet effet sc manifeste dis la premiite
division comme le suggére Paction de la drogue su les cellules synchronisécs
(fig. B). Un arrét total de la croissance est obtenu pour des doses voisines de
12 pg &'IPC par ml de culture,

b) Réversibilité

Lorsque les cellules traitées sont transférées en milieu normal, la multiplica-
tion peat rep En fait la réversibilité des effets inhibiteurs de P1PC sur la
croissance’ de Amphidinium carterae est possible mais pour de faibles doses
(3.7 pg/ml de culture) et un temps d’action n'excédant pas 5 jours.

c) Observations cytologiques

Les cultures traitées présentent un aspect particulier. Pour des teneurs basses,
la majorité des cellules nagent dans le milicu, cependant quelquesunes qui ont
perdu au moins un flagelle adhérent ayx pacois. Lorsque les doses et le temps
daction augmentent, le nombre des cellules nageuses diminuc au profit de celles
qui adhirent aux parois ou s'accumulent au fond des récipients. Une zone brune
est alors de plus en plus marquée sur les parois tandis que le miliew semble
séclaircir.

En microscopie photonique on constate que les cellules sont de grande taille
(V= 2V,), puis apeés 2 ou 3 jours d’action de la drogue, elles forment des amas
de 2, 3, 4 voire 5 cellules reli¢es par un ou plusieurs ponts cytoplasmiques
(81 1, fig. 2, 3, 4, 5, 6). Au sein des grosses cellules, on peut distinguer, sans
coloration, un gros noyan souvent bilobé (PL. I, fig. 2, 3).

En microscopie électronique on peut repérer sur des sections de cellules
traitées ou témoins des microtubules périphériques situés sous la membrane
cellulaire. Dans le cytoplasme des cellules traitées et contrairement au témoin en
interphase, on peut voir plusieurs bases flagellaires (3-4) (PL 11, fig. 1) et au
niveau plastidal 2-3 pyrénoides (PL 111, fig 2), Les dictyosomes sont nombreux
ct entourés d'une grande quantité de vésicules. Pour de faibles doses (3-7 ug/ml
de culture) et des temps relativement courts (quelques heures & 5 jours), les
autres organites cytoplasmiques ne semblent pas modifiés. Par contre, les noyaux
pré des transformations imp (L. 11, fig. 2) comparativement &
ceux des cellules non traitées (BL, 11, fig. 1),

Le noyau a une forme ireéguliére (PL 11T, fig. 3) souvent bilobé dans les
grosses cellules; dans les groupes de 2, 3, 4 cellules, une masse nucléaire est
parfois localisée dans le pont cytoplasmique reliant deux corps cellulaires (P1. 1,
fig. 1, 2). Les noyaux sont fréquemment traversés par un (ou plusicurs) canal
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dont les sections longitudinales sont irrégulidres. Ce canal est dd.mltc é par lamem-
brane nucléaire et contient du cytopl un organite ou frac
tion de plaste) (Pl 1V, fig. 1, 2) et pnrfon des microtubules. Sur la membrane
des canaux, on que des de type cinétochore souvent groupées
par deux (PL V, fig. 1, 2). Ces «cinétochoresy sont en contact du cété du cyto-
plasme avec des microtubules et du cété du avec

de formes variées en W, V, Y, Les chromosomes ont unc structure en arceaux
caractéristique des Dinoflagellés (LIVOLANT and BOULIGAND, 1978), Dans
un cas exceptionnel, nous avons observé des chromosomes «géants» (Pl V1,
fig. 2). Enfin dans le nucléoplasme, des amas granulaires sont souvent visibles
4 proximité de plusieurs ch (PL VII, fig. 1).

Des cultures traitées (7 ugIPC/ml culture, pendant 3 jours) ont été trans-
férées en milicu dépourvu de drogue. Signalons qu'avec notre maériel de tels
transferts sont délicats et les fixations rarement réussies. Cependant, nous avons
observé dans diférents noyaux des ch en V ou & 3 branches proches
d'un grand canal (PL. VI, fig. 3).

IV, DISCUSSION
a) Action de I'IPC sur la croissance cellulaire

Les courbes obtenucs par comptage des cellales au cours du temps en pré-
sence de concentrations croissantes d'IPC (Tablean 1, ﬁg A, B) montrent que
cette droguc est inhibitrice de la croi chez I'A ium carterae, effet
déjh signalé chez d'autres organismes, Ochromonas (BROWN and BOUCK,
1974), Oedogonium (COSS and PICKETT-HEAPS, 1974), Saprolegnia (HEATH,
1975), Haemanthus (HEPLER and JACKSON, 1969).

1l a été possible de préciser qu'aprés adjonction du produic au début de
Pinterphase (Tableau I, fig. B), la diminution de croissance s'observe dans les
heures qui suivent.

b) Etude au microscope photonique de I'effet de I'IPC sur les cellules
d'Ampbidinium carterae

Chez les cellules traitées par I'IPC on constate dabord une augmentation de
volume, une perte de ﬂagc]]es et un ralentissement de la nage.

1 fo labl.

Dans les cultures sont dé au cours
de linterphase, quelqucs heures aprcs l'adjonction de la drogue, Elles sont sem-
blables & celles que subissent des cellules témoins, proches de la mitose aprs
10-12 heures d'interphase. Par ailleurs, on constate la présence en nombre
croissant au cours du temps de cellules doubles, triples, quadruples qui se dépo-
sent au fond des fioles de culture.

Ces observations suggérent que I'IPC déclenche l'entrée cn mitosc des cellules
alors que les cellules témoins sont encore en interphase : ces mitoses semblent
sour ta plupart anormales et restent bloquées A différents stades de la cyto-

iérése,

Source MNHN Paris



8 E. MATTHYS-ROCHON

¢) Etude de I'effet de I'IPC sur les ultrastructures des cellules
&' Ampbidinium carterae (P, 11, fig. 1,2)

— Action sur les organites cytoplasmiques ct les noyanx :

Une dizaine d'heures aprds avoir ajouté I'1PC, les collules présontent des dic-
y trés développé ases agellaires au nombre de 3 ou 4, un pyré-
noide double ou triple, (P 111, fig. 1, 2). De telles images suggérent qu'ine mul-
iplication d it plasmiques a eu lieu en pré dela drogue. Chez les
témoins, ces figares sont aussi visibles mais plus tardivement, an début de la
phase obscure, avant la caryocinése (voir dans MATTHYS-ROCHON, 1979).

Quant aux noyaux, dés Iinterphase 'analyse ultrastructurale montre qu'ils
sont traversés par de grands canaux cytoplasmiques contenant de rares micro-
cubules (PL V., fig. 2). Dans le nucloplasme, des chromosomes de formes varides
(en Y, en W, ..) (PL 11, fig. 2, PL. VI, fig. 1, 2) sont en contact avec la mem-
brane des canaux au niveau de cinétochores souvent groupés par deux (Pl VI,
fig. 1, 2).

Ces figures ne sont pas habituellement repérables au cours de Pinterphase
(période luminense) d’un cycle de cellules synchronisées, mais pendant la phase
obscure (voir dans MATTHYS-ROCHON, 1979). L'IPC semble donc non seule-
ment initier la division des organites cytoplasmiques, mais aussi celle du noyau,

De plus, ces noyaux cn division qui apparaissent plus précacement que chez
les cellules témoins sont observables au moins jusqu'a la fin du cyele, c'est-d-
dire pendant une période plus longue que chez les cellules normales.

Ce fait, en facilitant les observations, nous a permis de confirmer quelques
aspects de la dinomitose, Ainsi Iexistence de nombreux groupes de deux ciné-
tochores au niveau des canaux montre que probablement et camme nous 'avions
déj4 suggéré (MATTHYS-ROCHON, 1979), cette structure s divise.

La présence de chromosames en W dont les pointes sont en contact avec
deux cinétach et l'obscrvati o cl a trois branches dans des
noyaux de cellules traitées puls replacées en milicu normal semblent confirmer
T'idée que, comme chez les Eucaryotes, les chromosomes achévent leur division
par celle des cinétochores. Le chromosome & trois branches (Pl V1I, fig. 3)
représenterait 3 des 4 branches de deux chromosomes dont Pextémicé (cinéto.
chore) n'est pas encare divisée.

— Amas granulaires dans le nucléoplasme de cellules traitées :

on sur les micrographies des amas granulaires situés & proximité de
plusicurs chromosomes d’un méme noyau (PL VIL, fig. 1). s peuvent faire
penser 4 des ribosomes qui seraient formés au niveau de baucles chromosomi-
ques peu visibles mais présentes dans le nucléoplasme comme cela a été mantré
pour ce matéricl. Chacune de ces boucles foncti it comme un organi
nucléolaire (NOR) ct participerait & 'élaboration du nucléole (BABILLOT C.,
1970a ce b).

— Effet de I'IPC sur les microtubules :

s bules périphériq branaires et ceux des bases flagel-
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laires sont visibles aprés action de 'IPC. Par contre, les microtubules des canaux
sont peu nombreux et ne forment pas de faisceaux comme chez les témoins.
Ces observations suggérent trois interprétations ;

+ Chez I'Amphidinium I'IPC ne semble pas avoir d'action sur le cytosque-
lette. 11 y aurait deux types de microtubules; ceux qui sont résistants 4 la drogue
et font partie du squclette de base, et ceux qui sont labiles, lids 4 la division. Ces
conclusions sont analogues 4 celles d’autres études concernant Paction de I'IPC
sur I'Oedogonium (COSS and PICKETT-HEAPS, 1974) et celle de la colchicine
sur le Dunaliella (MARANG, 1980).

« Aprés traitement 3 I'1PC, les microtubules des canaux sont peu nombreux
mais repérables. L'IPC ne semble donc pas inhiber (contrairement a la cnlch\cme
(BORISY and TAYLOR, 1967)) la formation de protéines microtubulaires et
leur polymérisation. Des études in vitro (COSS and coll., 1975) ont d'ailleurs
montré que PIPC ne se lie pas aux protéines miceotubulaires e¢ 'inbibent pas
leur association.

Dans les noyaux de cellules traitées, les microtubules présents en petit
nombre dans les canaux ne sont pas réguliérement agencés, ¢t ne forment pas
de faisceaux comme chez les témoins, Par ailleurs, nous avons signalé que dans
les groupes de 2.34 cellules qui n'ont pas achevé leur cytodiérése, un noyau est
parfois localisé de fagon anormale au niveau d’un pont cytoplasmique reliant
deux cellules. Ces observations nous font penser que chez I'Amphidinium
comme chez d’autres matériels (COSS and PICKETT-HEAPS, 1974; COSS and
coll,, 1975) I'IPC agirait sur les centres organisateurs de microtubules (MTOCs).
En effet, cette hypothése expliquerait une action indirccte de I1PC sur Ia forma-
tion des microtubules ainsi que sur leur disposition. Enfin, en attribuant aux
microtubules un mle ‘dans 1a séparation des noyauxfils, certe hypothése per.
mettrait & les cas de locali anormale d’un des deux
noyaux fils,

En :Dnclusnm, Iherbicide uopmpyl N: -phényl carbamate apparait étre un

hibiteur de chez I'A carterae. 1l semble amorcer la divi-

sion cellulaire mais inhiber la cytodléreie L'analyse ulerastructurale suggére que

cette drogue agit au niveau des centres organisateurs de microtubules (MTOCs).
4

Divers travaux biochi ont tenté de le mode d’action des

carbamates. Pour certains auteurs, ils perturberaient la transcription de RNAsm
(KEITT, 1967). Récemment, d’autres chercheurs ont monteé que ces herbicides,
en fai: réguleraient le niveau du Ca™ cellulaire en favorisant la libération de
Ca™ 2 partir dcs mxmchondnes (HERTEL and coll,, 1979). s agiraient ainsi
indi bl

oule dé ge des protéine

L'auteur remercie Madame CERCUS, G, et Monsieur PRAT, P. pour leur précieuse
collaboration technique.
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PLL  Cellules d’Amphdinium carterae observées en microscopie photonique : Cellules té-

moins, fig. 1, x 1200. Cellules traites (3-7 yg/mi de culture). Temps d’action 1 4 3
jours, on remarque de grosses cellules parfois daubles (fig. 2, x 1400) dans lesquelles on
‘peut discerner Pemplacement dun noyau bilobé (fig, 3, x 1200). Temps d’action 3
7 jous, des celluls triples (6. 4, x 1200}, quadeugles (6g. 5, x 1400) et des chatnes
(£ig. 6, x 1200) sont vistbles dans les cultures
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PLIL -Cen..u; d'"Amphidinium carterae obseivées en microscopie électronique : Cellules
mains, fig. 1, x 7800. Cellules traitées par '1PC 9 fig/ml pendant 5 heures. On remar-
que dans les noyaux des sections de canaux et un chromosome en Y, fig. 2, x 7800,

f
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PLL 1L, ~ Cellules d‘Amphidsnium carterae trattées pat L'IPC : 9 yg/ml cult. Temps d'action :
4-6 heures. Plusieurs bases flagellares sont visibles (fig. 1, x 18200). Pyrénorde formé
de 3 parties (fig 2, x 13500). Noyau traversé par des canaux (fig. 3, x 9600).
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traitées par VIPC : 9 gg/m cult. Temps d'action ;

ours, Un noyau se situe entre doux cellules (fig. 1, x 11400), et parfors 2 noyaux
cytoplasmique sont vistbles dans une méme

PL.1V, — Cellules d'Amphdinium carterae

147 j
“un se crouve au niveau d'un pont

dont
cellule (fig 2, x 7700).
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PLV. Noyaux de cellule d'Amphidmium carterac Noyau d'un témoin en diwision pré.

sentant un grand canal qui contient des microtubules (mt), Sur la membrane d'un canal
on distingue un «cinétochare» (ci), (fig. 1, x 25000). Détail d'un faisceau de microtubu
les dans un canal, sections longitudinale (a) transversale (b) (x 45600) Niyau d‘unc ccl
lule traitée 9 pg/ml cule. Temps d'action : 4 6 heures, Un grand canal est visible, dans
leque) on remarque une mitochondrie (fig. 2, x 25500},
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PL VI - Micro
par I'IPC
grand canal,

graphics de coupes sénées de cellules d'Amphudinium carterae trattées par
+ 9 igml cult. Temps d'action . 16 heures

es chromasomes dont certains sont en forme de W (fig. 2) et des groupes
de deux «cmérochoresy. Quelques microtubules sont vistbles (fig. 1 et 2, x 26000)

Portions de nayaux montrant un
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Cellules d*Amphudinum carierae traitées par PIPC : 9 g/ml cult. T

Des masses granulaires proches des chromosomes sont visible

0). Un cas rare 08 des chromosomes «géantss ont été abservés

g 0 ules d’Amphidinium carterae traitées par ITPC aprés report dans un

mibieu normal (pendant 3 jours). Portion de noyau montrant un grand canal (c) et des
chromosomes en V ou en «tridenty (fig. 3, x 24800)
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